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РІВЕНЬ МАЛОНОВОГО ДИАЛЬДЕГІДУ В КУЛЬТИВОВАНИХ КЛІТИНАХ ЗА  
ВПЛИВУ СПОЛУК ЗІ СТИМУЛЮЮЧОЮ ТА ІНГІБУЮЧОЮ ДІЄЮ НА  
ПРОЛІФЕРАЦІЮ 
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Підібрано оптимальний метод визначення продукту перекисного окиснення ліпідів – малонового диаль-
дегіду (МДА) у культурі клітин та визначено вплив тестових речовин на рівень ТБК-активних продуктів 
(МДА) клітин MAEC, HeLa та L1210. Рівень МДА в клітинах МАЕС відрізняється від контролю в  
2,7 разів, для HeLa – в 3,6 разів, для L1210 – в 4 рази 
Ключові слова: малоновий диальдегід, перекисне окиснення ліпідів, ТБК-активні продукти, дієнові 
кон’югати 
 
The optimal method for the determination of lipid peroxidation product - malondialdehyde (MDA) in cell culture 
was selected and the effect of test drugs on the level of TBA-active products of MAEC, HeLa and L1210 cells 
was determined. The MDA level in MAEC cells is different from control by 2.7 times, for HeLa – by 3.6 times, 
and for L1210- by 4 times 
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1. Вступ 
Збільшення інтенсивності процесів перекисно-
го окиснення ліпідів (ПОЛ), надмірна активація віль-
норадикальних процесів спостерігається при різно-
манітних патологіях, зокрема, при розвитку злоякіс-
них пухлин різної локалізації. Прогресування онко-
логічних захворювань перебуває у зв‟язку з дестабі-
лізацією процесів ПОЛ, результатом чого є неконт-
рольований перерозподіл активності перекисно-
окисних та антиоксидантних реакцій в тканинах ор-
ганізму хворого [1, 2].  
Метаболічні процеси в організмі тісно по- 
в‟язані з окисно-відновними, а саме з вільнорадика-
льними реакціями, в результаті яких утворюються 
перекисні сполуки. До вільних радикалів належать 
молекули або фрагменти молекул, які мають неспа-
рений електрон на зовнішній орбіталі, наприклад, гі-
дроксил, супероксид-аніон радикал, діоксид і моноо-
ксид азоту,пероксил.У нормі їх рівень в організмі не-
значний. Однак при патогенезі багатьох захворювань 
утворення активних форм кисню та азоту значно 
прискорюється, внаслідок чого відбувається пошко-
дження структур на клітинному, тканинному й орга-
нізменому рівняхта розвиток оксидативного стресу 
[3]. Активні форми кисню викликають пошкодження 
нуклеїнових кислот, амінокислот, денатурацію білків 
та, відповідно, втрату ними функціональної активно-
сті. Проте найбільш негативно вони впливають на 
поліненасичені жирні кислоти, які входять до складу 
клітинної мембрани. Результатом перекисного окис-
нення ліпідів є зниження плинності мембран та втра-
та ними бар‟єрних функцій. 
Перекисне окиснення ліпідів вважається осно-
вним механізмом, залученим до окисного пошко-
дження клітинних структур, яке призводить до загибе-
лі клітин, адже окисне пошкодження фосфоліпідів ві-
дбувається в більшості клітинних мембран, в тому чи-
слі в мембранах мітохондрій. Окиснення кардіоліпіну, 
що входить до складу мітохондріальних мембран, мо-
же бути одним з найважливіших факторів, що ініцію-
ють апоптоз, внаслідок вивільнення цитохрому с, який 
активує протеолітичний каскад, що призводить доапо-
птичної загибелі клітин [4]. 
 
2. Літературний огляд 
Продуктами окиснення поліненасичених жир-
них кислот, основних субстратів вільнорадикальних 
реакцій, є гідроперекиси (дієновікон‟югати), які далі 
метаболізуються у вторинні (малоновийдиальдегід) і 
третинні (шиффові основи) продукти перекисного 
окислення ліпідів [5]. Негативний вплив малонового-
диальдегіду полягає у тому, що він погіршує плин-
ність мембран, наслідком чого є порушення процесів, 
пов‟язаних зі зміною поверхні мембран, а саме фаго-
цитозу, піноцитозу, клітинної міграції [6]. Вільнора-
дикальним реакціям перекисного окиснення ліпідів, 
які відбуваються в ліпідному бішарі клітинних мем-
бран, належить важлива роль у механізмі злоякісної 
трансформації [7, 8], а зміни окисно-антиокси-дант- 
ного гомеостазу супроводжують процес канцерогене-
зу на всіх етапах малігнізації [2, 7, 9–12].  
Порушення процесів перекисного окиснення 
ліпідів спричиняє метаболічну активацію канцероге-
нів та сприяє росту пухлин. Накопичення в організмі 
продуктів перекисного окиснення ліпідів призводить 
до виснаження антиоксидантної системи, що також 
відображається на стані органів і тканин організму. 
Це дає підстави вважати, що показники перекисного 
окиснення ліпідів є важливими для оцінки перебігу 
патологічного процесу.  
 
3. Мета та задачі дослідження 
Метою дослідження було адаптувати метод 
визначення ТБК-активних продуктів (МДА) для ку-
льтури клітин та дослідити вплив сполук зі стиму-
люючою та інгібуючою дією на проліферацію за цим 
методом. 
Для досягнення поставленої мети були вирі-
шені наступні задачі: 
1. Підібрати оптимальні умови визначення 
продукту перекисного окиснення ліпідів малонового 
диальдегіду (МДА) для культури клітин. 
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2. Визначити вплив тестових речовин на рі-
вень ТБК-активних продуктів (МДА). 
 
4. Матеріали і методи 
Для адаптації методу визна-
чення малоновогодиальдегідута ви-
значення його вмісту за впливу тес-
тових речовинвикористовували куль-
тури клітин лінії MAEC (аортальні 
ендотеліальні клітини мишей), HeLa 
(карцинома шийки матки людини) та 
L1210 (лімфобластома миші). Куль-
тивування проводилось за стандарт-
них умов: температура 37 
о
С, 100 % 
вологість та 5 % СО2 з використан-
ням поживного середовища RPMI-
1640 з додаванням 10 % ембріональ-
ної телячої сироватки (ЕТС). 
Для отримання суспензії адге-
зивних клітин (MAEC та HeLa) вико-
ристовували метод трипсинізації. Клі-
тини у пластиковому контейнері про-
мивали фізіологічним розчином, вно-
сили 1–1,5 мл розчину трипсину, інкубували 4–5 хв за 
температури 37 
о
С, відібрали суміш у центрифужну 
пробірку з середовищем культивування, центрифугу-
вали при 1200 об/хв. 10 хвилин, осад розчинили в 1мл 
фізіологічного розчину. Концентрацію клітин підрахо-
вували в камері Горяєва. 
Метод визначення концентраціїТБК-активних 
продуктів(МДА) базується на тому, що за температури 
кипіння в кислому середовищі малоновийдиальдегід 
реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК)з утворен-
ням забарвленого триметинового комплексу з макси-
мумом поглинання при λ=532 нм. Отриману суспензію 
клітин у кількості 100 мкл (концентрація клітин –  
1 млн/мл) вносили в центрифужну пробірку та дово-
дили об‟єм до 500 мкл фізіологічним розчином. До-
давали до суміші 200 мкл 17 % трихлороцтової кис-
лоти (ТХО). В контрольнийзразоквносили 500 мкл 
фізіологічного розчину та 200 мкл 17 % ТХО. Після 
осадження білків проводили центрифугування проб 
при 1500 об/хв на протязі 15 хвилин. Супернатант ві-
дбирали у кількості 500 мкл і додавали 250 мкл 0,8 % 
ТБК. Після вортексування проби інкубували у кипля-
чій водяній бані в пробірках з притертими пробками 
протягом 10 хвилин для розвитку забарвлення. Опти-
чну густину розчину визначали спектрофотометрич-
но при λ=532 нм. 
Концентрацію ТБК-активних продуктів(МДА) 
розраховували за формулою:  
 
C=E досл/E кал *3.0, 
 
де С – концентрація МДА, мкмоль/л; D – оптична гу-
стина; 7,5 – розведення; 1,56 – молярний коефіцієнт 
екстинкції МДА (V. P. Havrilov, 1987). 
 
5. Результати та обговорення 
Першим етапом дослідження була адаптація 
методу визначення ТБК-активних продуктів(МДА) у 
сироватці крові для культури клітин. В результаті до- 
 
сліджень було виявлено, що рівень МДА для клітин-
ної лінії МАЕС достовірно відрізняється від контро-
лю в 2,7 разів, для клітинної лінії HeLa – в 3,6 разів, а 
для клітин L1210 – в 4 рази (рис. 1). 
 
Якщо порівнювати рівень МДА у клітинах ка-
рциноми шийки матки HeLa та в клітинах лімфоблас-
томи миші L1210, то він істотно не відрізняється. А в 
аортальних ендотеліальних клітинах миші MAEC рі-
вень МДА дещо нижчий ніж у HeLa та L1210 (на 2,6 
мкмоль/л), що обумовлено відносною трансформова-
ністю клітин лінії MAEC. 
Отже, в результаті цього дослідження був ада-
птований метод визначення ТБК-активних продуктів 
(МДА) для визначення їх в культурі клітин. Рівень-
малоновогодиальдегідудостові-
рнозмінюєтьсявідносно контролю. Це дозволяє вико-
ристовувати цей метод для визначення ТБК-активних 
продуктів (МДА) у клітинах за впливу тестових пре-
паратів. 
Наступним етапом дослідження було визна-
чення ТБК-активних продуктів (МДА) у клітинах лі-
мфобластоми миші лінії L1210 за впливу тестових 
речовин: герцептин, цисплатин, перекис водню, епі-
дермальний фактор росту (EGF), відкрита та закрита 
форма пептидоміметика GS-DProSw (рис. 2). Оскіль-
ки МДА є одним з продуктів перекисного окислення 
ліпідів, визначення його кількості може бути одним з 
методів оцінки інтенсивності процесів перекисного 
окислення ліпідів. 
Було показано, що рівень МДА перевищував 
контрольні значення в клітинах, які були культиво-
вані з додаванням герцептину (в 3,8 разів), цисплати-
ну (в 2,9 разів) та перекису водню (в 4,2 рази). Отже, 
можна зробити висновок, що дані речовини підви-
щують інтенсивність процесів перекисного окислен-
ня ліпідів у клітинах L1210. 
Щодо клітин лімфобластоми миші L1210, які 
культивували з додаванням епідермального фактора 
росту, відкритою та закритою формою пептидоміме-
тика GS-DProSw, то достовірних змін рівня МДА не 
спостерігалось. Отже, дані досліджувані речовини, з 
якими інкубувалиськлітини L1210, не вливають на 
процеси перекисного окислення ліпідів уцих клітинах. 
Рис. 1. Вміст ТБК-активних продуктів(МДА) в клітинах лінійMAEC, 
HeLa, L1210 (Μ±m, n =5): * – р < 0,05 в порівнянні з контролем 





Рис. 2. Вміст ТБК-активних продуктів (малоновогодиальдегіду) в клітинах лімфобластоми миші L1210 за дії 
досліних речовин (M, n=5): * – р<0,05 в порівнянні з контролем 
 
6. Висновки 
Завдяки проведеному дослідженню було адап-
товано метод визначення малонового діальдегіду в ку-
льтурах клітин. Рівень малоновогодиальдегіду достові-
рно зростав відносно контролю. Це дало можливість, за 
допомогою даного методу, дослідити зміни цього по-
казника за впливу тестових препаратів, оцінитиінтен-
сивність процесів перекисного окислення ліпідів у клі-
тинах L1210. Було встановлено, що рівень ТБК-актив- 
них продуктів (МДА) перевищував контрольні значен-
ня в клітинахL1210, які інкубувались із додаванням ге-
рцептину,цисплатину та перекису водню, що свідчить 
про підвищення інтенсивності процесів перекисного 
окислення ліпідів в цих клітинах.При культивуванні 
клітин з додаванням епідермального фактора росту, ві-
дкритою та закритою формою пептидоміметика GS-
DProSw-достовірних змін рівня малонового діальдегіду 
не спостерігалось, отже ці речовини не впливають на 
процеси перекисного окислення ліпідів у клітинах. 
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СКРИНІНГ ШТАМІВ МІКРОСКОПІЧНИХ ГРИБІВ – ПРОДУЦЕНТІВ ЛАККАЗИ 
 
© О. М. Демків, С. Я. Банах, С. В. Притула, Г. З. Гайда, М. В. Гончар 
 
Здійснено скринінг штамів мікроскопічних грибів за здатністю до синтезу лаккази та відібрано кращі 
продуценти позаклітинного ферменту – штами Stachybotris chartarum та Monilinia fructicola. Вперше 
показано здатність гриба S. сhartarum екскреторно продукувати лакказу, оптимізовано умови культи-
вування клітин цього штаму, в аналітичній кількості одержано цільовий фермент та встановлено мо-
лекулярну масу субодиниці лаккази (50 кДа) 
Ключові слова: мікроскопічнi гриби, скринінг продуцентів, лакказа, штам Stachybotris chartarum, умови 
культивування 
 
The screening of fungal strains on a capability to laccase synthesis was carried out and the best producers of 
extracellular enzyme – Stachybotris chartarum and Monilinia fructicola strains were selected. The ability of the 
fungus S. chartarum to produce laccase extracellularly was demonstrated in the first time, the optimal 
conditions for cultivation of the cells were selected, analytical quantity of a goal enzyme was obtained and the 
molecular mass of laccase subunit was determined (50 кDa) 
Keywords: fungi, screening of producing strains, laccase, Stachybotris chartarum strain, cultivation conditions 
 
 
